范可尼贫血（Fanconi anemia, FA）是一种罕见的遗传性疾病，病程中容易发展为多种恶性肿瘤，特别是急性髓系白血病（AML）。FANCD1基因是FA基因的一种，通过与DNA重组酶RAD51结合参与同源DNA重组修复[@b1]。FA-BRCA途径功能缺陷无法修复DNA损伤并增加基因组不稳定性，最终导致肿瘤的发生[@b2]--[@b3]。我们检测了FANCD1在AML细胞中的表达、功能状态和基因突变情况，以研究其在AML发病机制中的作用。

对象和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：25个AML细胞株（包括M~2~ 4个、M~4~ 8个、M~5~ 7个、M~6~ 3个及M~7~ 3个）购自德国微生物和细胞培养物保藏中心（DSMZ），另外收集15例初诊未治的AML患者骨髓标本，其中M~1~ 2例、M~2~ 3例、M~3~ 2例、M~4~ 5例、M~5~ 3例；男8例，女7例；平均年龄52.7岁。以10名健康志愿者为正常对照。以EBV活化的正常人细胞株HSC93、HSC230（FA-B，携带FANCD1双等位基因突变）以及具有FANCD1缺陷的源自FA-D1的AML细胞株SB1690CB为阴性对照[@b4]。

2．Western blot和免疫沉淀法检测FANCD1及RAD51的表达：取对数生长期的悬浮培养AML细胞与AML患者骨髓单个核细胞，在细胞裂解液（150 mmol/L NaCl，50 mmol/L Tris-HCl pH 8.0，0.1%Triton-100，1 g/L SDS以及抑蛋白酶肽、抑胃肽、亮抑酶肽等蛋白酶抑制剂）中进行溶解，裂解液煮沸使细胞内蛋白质变性后上样于30\~80 g/L NuPAGE Tris-Acetate梯度凝胶系统（美国Invitrogen公司产品）进行电泳。蛋白质被转移到Immobilon-P膜上，并与兔抗人FANCD1及RAD51第一抗体在4°C条件下孵育过夜，杂交膜再与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔第二抗体反应，并用ECL Western杂交分析系统（美国Amersham Pharmacia Biotech公司产品）检测并显影。另取对数生长期AML细胞及AML患者骨髓单个核细胞1×10^5^细胞，在细胞裂解液中处理后，与2 µg兔抗FANCD1抗体在4°C条件下孵育过夜，与吸附抗体的珠子结合后，加入10 µl 2×上样缓冲液，煮沸5 min，将上清液上样于100 g/L SDS凝胶并电泳，蛋白质被转移到PVDF膜上，并进行杂交，FANCD1与RAD51相互作用的测定是通过先免疫沉淀FANCD1再检测RAD51实现的。

3．实时定量RT-PCR检测FANCD1 mRNA的表达：用TriReagent试剂盒（美国Molecular Research Center公司产品）提取总RNA，Superscript Ⅱ逆转录酶（美国Life Technology公司产品）合成cDNA。实时定量RT-PCR采用LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green试剂盒（美国Roche Applied Science公司产品），反应体系20 µl，FANCD1引物：正义链：5′-ACCTCTGGAGCGGACTTATTATT-3′，反义链：5′-ACTCTGCCGCTGTACCAATC-3′；内参照B2M引物：正义链：5′-GATGAGTATGCCTGCCGTGTG-3′，反义链：5′-CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTCGATCCC-3′。PCR条件：94 °C 5 min；95 °C 10 s，59 °C 10 s，72 °C 12 s，共60个循环。以正常细胞株HSC93绘制标准曲线，扩增效率E=10（−1/斜率），临界点值（Crossing Points, CP）是指实时监测扩增过程中荧光信号由本底达到指数扩增时的循环周期数，FANCD1 mRNA的相对表达水平为E~目的基因~^ΔCP^/E~内参基因~^ΔCP^，ΔCP=对照CP−样本CP。

4．基因测序：用18对引物扩增出全部FANCD1 cDNA基因序列，PCR产物纯化后在DNA测序仪（ABI3100）上进行基因序列测定。

5．RAD51聚集点形成测定：RAD51聚集点形成反映同源重组DNA修复在细胞核内发生的位置，免疫荧光法测定在未处理以及经过12 Gy X线照射8和24 h后RAD51聚集点形成数量，在细胞核中有5个以上聚集点形成的细胞为阳性[@b5]。

结果 {#s2}
====

1．FANCD1蛋白在AML细胞中的表达：在15例AML患者中，有3例（20.0%）未检测到FANCD1表达，在25个AML细胞株中，FANCD1蛋白在2个（8.0%）AML细胞株（OCI-AML5和MUTZ-3）中无表达（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），在10名正常对照和正常人细胞株中均可以检测到FACND1蛋白的表达。FANCD1与同源重组修复蛋白RAD51有直接相互作用，免疫共沉淀方法可以发现FANCD1与RAD51结合在一起，如[图2](#figure2){ref-type="fig"}所示，先免疫沉淀FANCD1再检测RAD51，发现在该2个AML细胞株中未能检测到RAD51，证实FANCD1蛋白在OCI-AML5和MUTZ-3细胞中表达缺失，而用直接Western blot的方法均能检测到RAD51。

![FANCD1蛋白在部分急性髓系白血病（AML）患者和细胞株中的表达\
1\~5：AML 患者；6\~8：AML细胞株OCI-AML5、M-07e、MUTZ-3；9：ML-2细胞株；10：正常人细胞株HSC93](cjh-36-01-058-g001){#figure1}

![免疫沉淀和直接Western blot法检测FANCD1在OCI-AML5和MUTZ-3细胞中的表达\
1：正常人细胞株HSC93；2：HSC230细胞株（FA-B，携带FANCD1双等位基因突变）；3：OCI-AML5细胞株；4：MUTZ-3细胞株](cjh-36-01-058-g002){#figure2}

2．FANCD1基因转录水平的检测：取B2M为内参照检测FANCD1 mRNA在AML细胞中的定量表达，以正常人细胞柱HSC93测得FANCD1和B2M的标准曲线函数分别为：*y*=−1.754*x*+29.076和*y*=−1.384*x*+21.330。计算出各种细胞的C*P*值，与正常人细胞和其他AML细胞比较，FANCD1 mRNA在无FANCD1表达的3例AML患者细胞和2个AML细胞株（OCI-AML5和MUTZ-3）中的转录水平明显降低，其降低程度在3\~9个对数级。

3．FANCD1基因突变和RAD51聚集点形成测定：进一步对无FANCD1蛋白表达的AML细胞进行FANCD1 cDNA测序分析，在MUTZ-3细胞株中发现2个同义突变（3 624A\> G和7 470A\>G），在OCI-AML5细胞株和3例AML患者细胞中未见异常。FANCD1与RAD51在DNA修复中关系密切，RAD51聚集点形成是DNA修复的重要步骤，特别是在DNA损伤因素作用下，RAD51聚集点的形成需要FANCD1的存在和参与。为研究FANCD1表达缺失对细胞功能的影响，对OCI-AML5和MUTZ-3细胞核内形成RAD51聚集点的能力进行测定，如[图3](#figure3){ref-type="fig"}所示，与对照比较，RAD51聚集点形成的数量在OCI-AML5和MUTZ-3细胞中明显降低。

![不同急性髓系白血病（CML）细胞株RAD51聚集点在细胞核中的形成比较](cjh-36-01-058-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

FANCD1与RAD51共同参与DNA重组修复，在保持基因组稳定性过程中发挥重要作用，FA-BRCA途径可能通过共同机制在维护基因组稳定性及预防肿瘤发生中起作用，其功能缺陷将导致包括乳腺癌、卵巢癌等多种恶性肿瘤发生率明显增加[@b6]--[@b7]。以往的研究显示，FA-BRCA途径功能缺陷与多种实体瘤的发生有关[@b8]--[@b9]，而与AML的关系尚不清楚，特别是FA-BRCA基因表达与细胞表型关系的研究尚未见报道。

我们在研究中发现，在15例AML患者中有3例（20.0%）未检测到FANCD1表达，在25个AML细胞株中有2个（8.0%）存在FANCD1表达缺失，无FANCD1表达的AML细胞其FANCD1 mRNA明显降低，虽然未发现FANCD1基因病理性突变，但细胞核内RAD51聚集点形成明显降低，表明DNA损伤作用下，细胞内FANCD1蛋白缺失影响FANCD1-RAD51相互作用以及功能性RAD51聚集点的形成，进而影响DNA损伤修复的完成。细胞在DNA损伤因素（如放射线）作用下，通过免疫荧光技术可以发现细胞核内RAD51大量聚集，形成RAD51聚集点，并认为是DNA修复发生的部位。FANCD1缺陷细胞的特点之一就是RAD51聚集点无法形成，或仅有少量形成，因为部分RAD51聚集点形成是FANCD1非依赖性的[@b10]。基因突变是导致FANCD1/BRCA2在肿瘤细胞中表达降低的原因之一，最近的研究发现，FANCD1基因启动子甲基化也可以引起其表达降低，在部分乳腺癌细胞中存在FANCD1基因甲基化[@b11]，但在另外一个关于卵巢癌的研究中没有发现FANCD1基因甲基化[@b12]，FANCD1表达及其与基因突变及表基因改变的关系有待进一步研究。

总之，FANCD1在部分AML细胞中表达降低，并导致RAD51聚集点无法形成及DNA修复障碍，可能参与部分AML的发病。
